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(54) PHARHAZEUTISCHE PRXPARATION 

(57) Beschrieben wird eine pharmazeutische Zusammen- 
setzung, enthaltend eine Multimerase mit einer mittelbaren 
bzw. unmrttelbaren proteoiytischen Aktivitat welche vWF mit 
einer Singulettstnjktur zu vWF mit einer Satellitenstruktur 
umsetzt und in Gegenwart des Serinprotdase-lnhibitors 
DFP Oder des Calpain-Protease-lnhibitors 2-Leu-Leu-Tyr- 
CHN2 aktiv ist und zur tnaktivierung bzw. Abreicherung von 
Viren behandeit ist. sowie ein Verfahren zur Hersteltung der 
erfindungsgemaBen Multimerase. 
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Die Eriindung betrifft eine pharmazeutische Praparation enthaltend eine von Willebrand-Protease. em 
Verfahren fur ihre Herstellung. ihre Verwendung sowie ein Verlahren zur Bestimmung dieser Protea^-^ 

Von Willebrand-Faktor (vWF) ist ein Glykoprotein. welches in Plasma m emer Reihe von Multmeren tier 
GroBe von etwa 500 bis 20 000 Kilodalton zirkuliert. Die multimeren Fomien von vWF ^etze" s.ch aus 250 
kD Polypeptid-Untereinheiten zusammen. welche uber DisuHidbrticken anemander 9«b""f«" ^'J. 
spiett eln?Rolle bei der Bindung von Blutplattchen an das Subendothelium emer beschad.gten GefaBwand^ 
woSl nur die groBten Multimere auch haemostatische Aktivitat zeigen. Es w.rd ^^^"^"^^'/^J^ 
EnSthelzellen groBe polymere Formen von vWF sekretieren und daB diejemgen Formen von vWF^ 
ern kltrneL Molekul^^^^^ aufweisen (low molecular weight vWF. LMW). durch proteolytsche Spaltun- 

'""orrllmmi"' mit groBen MolekUlmassen werden in den Weibel-Palade-Korpern der Endothelze.len 

gespeichert und nach Stimulation freigesetzt. w^^^i^^ „H«r Faktnr 

Der vWF kann den Blutgerinnungsfaktor VIII binden und bildet so den Faktor V»l-Komplex oder Faktor 
VIII C^WF-Komplex. welcher den Faktor VllhC als stabilisiertes Protein enthalt Em yWF-Mangel K-hrt 
unweigerlich auch zu einer Reduktion der Faktor VIII:C-Konzentration im Blut. da der Stab.l.s.erungseffekt 
des vWF ausbleibt. Der vWF schutzt den Faktor VllhC vor proteolytischem Abbau. 

Der proteolytische Abbau von vWF ist ein physiologischer ProzeB in gesunden Persone" ^^^^^^^ ^'^^^ - 
Patienten mit von Willebrand-Disease (vWD) vom Typ 2A erhoht sem. was dazu fuhrt. dafl be. d.esen 
Patienten die vWF-Multimere mit den groBten Molekulmassen fehlen. _ . „ ^ , _^,^Ho 

Ein kleiner Teil des vWF im normalen Plasma liegt als 189-. 176- und 140- kD-Fragmente vor. welche 
aus dem Toteol^ischen Abbau von vWf in vivo entstanden sind. wobei das 140 kD-Fragment von der N- 
termrnaten Region und das 176 kD-Fragment von der C-terminalen Region der Unteremhert stammt. LMW- 
FTn^^n L VWF burden aus normalem menschlichen Plasma isoliert °f ""f "^^^^^^^^^ 

SDS-PAGE unterzogen. Der unublich hohe Anteil von vWF-Fragmenten ist kons.stent mrt der Ans.cht daB 
dS LMW-Formen Ss vWF teilweise oder groBtenteils von groBen Multimeren durch proteolytschen Abbau 

^"'Te'^rn^fusion von i-Desamino-8-D-arginin-Vasopressin in gesunden Personen fuhrte zum Auftreten von 
Multfr^e en mMroBen Molekulmassen im Plasma, welche im AnschluB sehr schnell wieder d"rch pro^ly- 
tischen X^bau degradiert warden. Bei erworbener vW-Krankheit (vWD). die m.t dem -^V^'OP^^ J'^^" 
syndrom assoziiert ist. wurde ebenfalls ein Fehlen von groBen vWF-Multimeren und em erhohter Level von 
oSytischen Fragmenten beobachtet, was ebenfalls auf eine erhohte Proteolyse m v.vo hmdeutet. 
UnSm griBe molekulare Formen von vWF wurden in Patienten mit thrombotischer thrombocytopen.- 
scher ?uriurL >T?) gefunden; diese groBen Multimere verschwanden nach Transfusion mrt normalem 
Ssch gerorenem Plasma. Es war zwar evident. daB ein Oder '-f^-Z'''Tl^""T-.TZTu^Z 
Dhvsioloqische Regulierung der polymeren GroBe von vWF im zirkuherenden Blut mvolviert smd und daB 
■ SfesTaTh ^ne Tchtige Rolle bei der Pathogenese von vWF-Abnormalitaten in einigen Pafenten m.t 
verr^^ten Oder erworbenen Storungen der Haemostase spielen; das fur die ^WF-^oteo^-^^^^ normalen 
menschlichen Plasma zustandige proteolytische Enzym wurde bisher aber noch njcht 'de^Jfi-'ert- 

ES wurde zwar von mehreren Proteasen gezeigt. daB s.e m der Uge smd. vWF derart spal en. daB 
, dessen Bindungsaffmitat fur Blutplattchen verlorengeht: jedoch ergab die Behandlung von vWF m.t d.esen 
Proteasen jeweHs andere Spaltungsprodukte als die aus der in vivo-Spaltung hervorgegangenen Fragmente^ 
Z ZM. Plasmin in der Uge. einige Peptidbindungen im vWF zu spaltea ^-^^^^^^'^'^ 
hochmolekulare Kernregion mit rund 70 % der Blutplattchen-agglut.n.erenden Akjvita (^^st'mmt a s 
wSoTetin-Cofaktor) erhalten. Ein 34 kD-Peptid wurde vom N-Terminus e.nzelner vWF-Unteremherten m 
5 eine° frOhen Stufe bei der Behandlung mit Plasmin abgespalten. Epitop-Mapp.ng von Plasm.n-mduz.erten 
F^agm'nten ze^te deutlich. daB diese Fragmente aus den Bereichen der vWF-Untere.nhe.t entstanden 
sind we"che verschieden von denjenigen Fragmenten sind. die in zirkulierendem Plasma vorhanden s.nd^ 

AucTfOr pank eattsche Elaslase aus Schwein und verschiedene Serinproteasen aus menschl.chen 
LeukozvJen konnte gezeigt werden. daB sie in der Lage sind. vWF proteolytisch derart zu verdauen. daB d.e 
. g^oBen Muiti-re ver.orengehen. W.ederum konnte durch Epitop-Mapping Abbauprodu^ gez^^^^^ 
werden daB auch diese Fragmente von denjenigen in Normalplasma und m vWD Typ 2A versch.eden 
Ta en O^uberhinaus zeigte sich. daB die vWF-Multimeren-Muster in Plasmaproben -n ^at-enten m.t 
e^rem hohen oder niedrigen Neutrophil-Zahlungen von denjenigen im normalen menschl.chen Plasma 

nirht *»rheblich verschieden waren. 
ss N^lin den erwahnten Serinproteasen konnte auch fur eine Calpainahnliche Protease aus menschl.chen 
Blutolattchen oezeiqt werden. daB sie in der Lage war. groBe vWF-Multimere abzubauen. 

WeTers konme durch Analyse der zirkulierenden vWF-Fragmente gezeigt werden. daB d.e Pept.db.n- 
dung :;rscheTdTn ZLsJn Tyr842 und Met843 in der vWF-Untereinheit von Patienten mit vWD vom 
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Typ 2A gespalten wird; eine Spaltstelle. die eine Calpainahnliche Spezifitat indiziert. Demgegenuber konnte 
auch gezeigt werden. dafi Calpaine aus Schweine-Erythrozyten Oder aus Schweinenieren nicht die in vivo 
erzeugten vWF-Fragmente produzieren konnten. 

Rekombinanter vWF (rvWF) kann in CHO-Zellen hergestellt werden. beispielsweise gemaB FEBS 
Letters 375. 259-262 (1995). Der auf diese Art gewonnene rvWF liegt als reifer vWF vor und weist eine 
Singulett-Struktur auf. d.h. er unterscheidet sich von dem plasmatischen vWF. welcher bei der Untersu- 
chung in 2%-igen SDS-Agarosegelen stets in einer charakteristischen Satellitenstruktur vorliegt. 

In der WO 96/10584 ist beschrieben. daB der rvWF aus Multimeren mit einer hohen strukturellen 
Integritat besteht. die auch nach denn Reinigen und Behandein zur Inaktivierung von Viren noch erhalten 
bleibt Die intakte Struktur des rvWF ist definiert durch das Ergebnis der elektrophoretischen Analyse von 
Multimerenbanden in Abwesenheit von Satellitenbanden. 

Da die mit gegenuber der naturlichen Aktivitat veranderten vWF-Abbauaktivitaten behafteten bzw, 
aufgrund eines erhohten vWF-Gehalts pathologischen Zustande. welche haufig zu Thrombosen oder 
thromboembolischen Krankheitszustanden fuhren. durch eine korpereigene vWF-spaltende Enzymaktivitat 
zu korrigieren sein muBten. liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde. eine pharmazeutische 
Zusammensetzung zur Verfugung zu stellen. welche eine den vWF physiologisch spaltende Enzymaktivitat 
umfaBt, urn derartige Zustande zu korrigieren. 

ErfindungsgemaB gelost wird diese Aufgabe durch eine pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend 
eine gemaB der vorliegenden Beschreibung gereinigte Enzymaktivitat. welche aufgrund ihrer proteolyti- 
schen Aktivitat gegenut>er von Willebrand-Faktor-Multimeren mit als "Multimerase" bezeichnet wird. und die 
folgenden Eigenschaften aufweist: 

a) sie besitzt eine mittelbare bzw. unmittelbare proteolytische Aktivitat und setzt vWF mit einer 
Singulettstruktur zu vWF mit einer Satellitenstruktur um. 

b) sie ist aktiv in Gegenwart des Serinprotease-lnhibitors Diisopropylfluorphosphat (DFP) oder des 
Calpain-Protease-lnhibitors Z-Leu-Leu-Tyr-CHN2. und 

c) sie ist zur Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren t>ehandelt 

Eigenschaft a) kann mittels eines einfachen Tests durch Behandein eines rekombinanten vWF mit 
Singulettstruktur mit der Multimerase t:>estimmt werden. (welcher in den Beispielen naher eriautert ist. und 
stent eine fur Proteasen vollig neue Eigenschaft dar. welche bislang einzigartig fCir die erfindungsgemaBe 
Multimerase ist. 

Die Satellitenstruktur, beispielsweise die Triplettstruktur. entspricht dem Bild der Multimeren nach 
eJektrophoretischer Analyse von plasmatischem vWF. welches durch jeweiis eine zentrale Bande und 
mehrere Satellitenbanden gekennzeichnet ist (vgl. Rg. 12 und 13). 

Das Inkubieren der Multimerase mit dem biologisch aktiven vWF wird vorzugweise in Gegenwart eines 
Serinprotease-lnhibitors durchgefuhrt. da durch die Inkubation in Gegenwart eines Serinprotease-lnhibitors 
unspezifische. nicht unmittelbar auf die Multimerase zuruckfuhrende proteolytische Prozesse. welche durch 
die im Blut bzw. im Plasma vorhandenen Serinproteasen bedingt sind. vermieden werden konnen. 

"Mittelbar" bzw. "unmittelbar" soil indizieren. daB die erfindungsgemaBe Multimerase eine direkte. ohne 
Aktivator mediierte. proteolytische Aktivitat aufweist bzw. uber einen entsprechenden Aktivierungseffekt oder 
einen Vermittler zu einer verstarkten proteolytischen Aktivitat beitragt. 

Die Multimerase weist vorzugsweise eine optimale proteolytische Aktivitat bei einem pH im Bereich von 
7 bis 10. vorzugsweise pH 7.5 bis 8.5. auf. Dieser optimale pH-Bereich hangt jedoch stark von dem (lonen-) 
Milieu ab. in dem die Reaktion durchgefuhrt wird. 

Bevorzugterweise wird die Multimerase in einer Fraktion zur Verfugung gestellt. die nach Gelfiltration 
einer Plasma- oder Serumfraktion entsprechend dem Molekulargewicht von mehr als 200 kD. vorzugsweise 
im Bereich von etwa 300 kD, erhalten wird. 

Bevorzugterweise ist die Multimerase nach erfindungsgemaBe Aufreinigung gegenuber Plasma in 
mindestens 1000-fach, vorzugsweise in mindestens 10 000-fach. angereicherter Form im pharmazeutischen 
Praparat vorhanden. 

Vorzugsweise weist die gereinigte Multimerase in der pharmazeutischen ZusammenseUung erne 
spezifische Aktivitat von mindestens 10 E/mg Protein in Gegenwart eines Serinprotease-lnhibitors auf. Eine 
Einheit ist als jene Enzymaktivitat definiert, die in einem Milliliter humanem Normalplasma enthalten ist bzw. 
generiert werden kann. 

Es hat sich gezeigt. daB die Multimerase in Gegenwart von bzw. nach Inkubation mit zweiwertigen 
Metallionen, wie Erdalkali-lonen, insbesondere Ba^\ Sr^\ Ca^^ und Mg2^ besonders aktiv ist und deren 
Aktivitat durch Scherkratte. reduzierte lonenstarke oder chaotrope Mittel weiter erhoht w rden kann. 

Die Aktivitat der Multimerase wird vor allem dann generiert. wenn die lonenstarke des Milieus auf unter 
die physiologische lonenstarke herabgesetzt wird. insbesondere entsprechend einer Konzentration von 
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weniger als 15 mM Tris. Die Scherkrafte, welche beim Ourchstromen einer Kapillaren, beim Ruhren in 
Behaltern oder beim Durchtritt durch eine Duse Oder generell durch mechanische Beanspruchung der 
Multimerase bzw. deren Substrat wirken konnen, wesentlich zur erhohten Aktivitat der Muitimerase 
beitragen. Die Wirkung der chaotropen Stoffe ist vermutlich auf die teilweise oder vollstandige Veranderung 
5 der Tertiarstruktur eines Proteins zuruckzufuhren. Zu diesen Stoffen zahlen Saize, wie Ammoniumsulfat. 
Calciumchlorid, Thiocyanate. aber auch Harnstoff und Guanidiniumchlorid. 

Vorzugsweise weist die Multimerase im erfindungsgemaSen pharmazeutischen Praparat eine verstarkte 
Aktivitat gegenuber modifiziertem vWF, wie partiell denaturiertem vWF oder vWF mtt einer Konformations- 
anderung. auf. 

10 Die erfindungsgemaBe Multimerase kann durch das Unterlassen oder Stoppen der Aktivierung inhibiert 
werden. Als Inhibitor konnen daher Chelatbildner. wie EDTA. EGTA und Citrat eingesetzt werden. die auf 
das Metalloenzym inhibierend wirken. Die Aktivitat der Multimerase kann aber auch durch vWF-Peptide 
entsprechend der Tyr842-Met843-Peptidsequenz inhibiert werden, welche die Bindungsstelle der Multimera- 
se blockieren konnen. Ein Herabsetzen der Temperatur. bei spiels weise durch Einfrieren der Multimerase 

75 enthaltenden Fraktion, fuhrt ebenfalls zur Reduktion der Multimerase-Aktivitat. 

Die Inaktivierung bzw. Abreicherungsbehandlung von Viren wird vorzugsweise durch Behandlung der 
Multimerasepraparation mit Tensiden und/oder Hitze gewahrleistet. t>eispielsweise durch eine Hitzebehand- 
lung in festem Zustand, insbesondere eine Dampft>ehandlung gemaS der EP-0 159 311, oder der EP-0 519 
901 Oder der EP-0 674 531. 

20 Weitere Behandlungen zur Inaktivierung von Viren umfassen auch die Behandlung mit chemischen oder 

chemisch/physikalischen Methoden. z.B. mit chaotropen Stoffen gemaB der W094/13329. DE 44 34 538 
Oder EP-0 131 740 (Losungsmittel) Oder die Photoinaktivierung. 

Die Nanofiltration stellt ebenfalls ein bevorzugtes Verfahren zur Abreicherung von Viren im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung dar. 

25 Gemafi einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die erfindungsgemaBe Multimerase als 

Arzneimittei. insbesondere die Verwendung der erfindungsgemaBen Multimerase zur Herstellung einer 
Praparation zur Prophylaxe und Therapie von Thrombosen oder thromboembolischen Krankheitszustanden. 
bevorzugterweise zur Prophylaxe und Therapie von einem supranormalen vWF-Gehalt oder erhohten Anteil 
von hochmolekularem vWF. 

30 Der supranormale vWF-Gehalt kann dabei auf eine supranomale vWF-Antigenkonzentration oder eine 

supranormale vWF-Aktivitat zuruckzufuhren sein. wobei unter Aktivitat inst)esondere die primare haemosta- 
tische Aktivitat. aber auch die Bindungsaktivitat an das Subendothel, an die Thromtxtzyten. an den 
Thrombozytenadhasionsproteinen, wie GPIb- und GPIIb/llla-Komplex. an Collagen, Faktor VIII und Heparin, 
gemeint ist 

35 Bevorzugterweise t>etrifft die erfindungsgemaBe Verwendung die Herstellung einer Praparation zur 
Prophylaxe und Therapie von thrombotischer thrombozytoF>enischer Purpura, Henoch-Schonlein Purpura, 
haemolytisch-uramischem Syndrom sowie von Praeklampsie oder neonataler Thrombozytopanie. 

Die thrombotische thrombozytopanische Purpura (TTP) wurde erstmals t>eschrieben durch Moschcowitz 
1924 und ist gekennzeichnet durch Thrombozytopanie mit normaler Megakaryozytenzahl im Knochenmark. 

40 mikrovaskularen Thrombosen, hyalinen Thromben, einer eingeschrankten Nierenfunktion und Endothelzell- 
Proliferation. Die pathologischen und klinischen Ergebnisse bei Patienten mit TTP weisen auf einen direkten 
thrombozytenaggregierenden Stimulus in der Mikrozirkulation hin. 

Das klinische Bild wird neben der Thrombozytopanie durch intravaskulare Hamolyse mit fragmentierten 
Erythrozyten und neurologischen Symptomen erganzt. Die geschatzte Inzidenz der Normalbevolkerung 

45 liegt bei 0,1/100.000/Jahr. Bei HIV-lnfizierten liegt sie bei etwa 4/100.000. Es scheinen verschiedene Typen 
von TTP zu existieren. Neben einer primaren TTP kommen auch sogenannte sekundare TTP's in 
Zusammenhang mit Schwangerschaft, Chemotherapie. Knochenmarktransplantation und Autoimmunerkran- 
kungen vor. Bei der Chronic Relapsing TTP (CRTTP) gibt es haufige Episoden in regelmaBigen Intervallen. 
Im Plasma der Patienten mit TTP finden sich ungewohnlich hohe multimere Formen des vWF's, die von 

50 den Endothelzellen freigesetzt werden. Diese ungewohnlich groSen vW-Multimeren binden sich unter 
"shear stress" Glykoprotein lb und Glykoprotein llb/lla vie! starker als normaler vWF und bewirken die 
intravaskulare Thrombozytenaggregation. 

Die Attacken der TTP konnen nur schwierig behandelt werden. Moistens versucht man durch Plas- 
maaustausch die hoch-molekularen vWF-Multimeren zu entfernen. 

55 Henoch-Schonlein Purpura (HSP) ist ein klinisches Syndrom, das charakterisiert wird durch nicht- 

thrombozytopanische Purpura. Arthralgien und Glomerulonephritis. Patienten mit HSP haben ein abnorma- 
les vWF-Multimeren-Bild mit supranormalen hochmolekularen vW-MuItimeren. Der Nachweis dieser supra- 
normalen vW-MuItimeren in HSP weist auf eine Storung der Endothelzellfunktion hin. Die Multimeren mit 
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Weinem Molekulargewicht werden im sogenannten konstitutiven Mechanismaus von den Endothelzellen 
abgegeben. wahrend die Multimeren von hohem Molekulargewicht aus den "Weibel/Pa!ade bodies" der 
Endothelzellen nach Stinnulation freigesetzt werden. 

Die erfindungsgemafie phamnazeutische Praparation wird hergestellt. indem ein Multimerase-haltiges 
5 Ausgangsnnaterial vorzugsweise durch chromatographische Methoden. wie lonenaustauschchromatographie, 
hydrophobe Chromatographie Oder Affinitatschromatographie. aufgereinigt wird und anschlieBend nach 
bekannten Methoden fertiggestellt wird, indem es gegebenenfalls mit geeigneten Puffer-. Hilfs-, Konservie- 
aings-, und/oder Stabilisierungssubstanzen bzw. Proteaselnhibitoren vereinigt wird und in einer zur Verab- 
reichung geeigneten Form abgefCillt und vorzugsweise lagerstabil. gegebenenfalls in lyophilisiertem Oder 

10 gefrorenem Zustand, verpackt wird. 

Die effektive Dosierung des Praparates bei der Anwendung richtet sich sehr individuell nach dem 
jeweiligen Krankheitsbild und sollte vorzugsweise nach Bestinr^mung der korpereigenen vWF-Protease- 
Aktivitat im Patienten (beispielsweise mit dem erfindungsgemaCen Bestimmungsverfahren (siehe unten)) 
gewahit werden. Die Dosierung richtet sich auch danach. ob die parenterale, vorzugsweise intravenose, 

/5 subkutane oder intramuskulare Verabreichung in Bolusform. systemisch und/oder lokal am Ort der Throm- 
bose erfolgen soli Oder nicht. 

Im Rahmen der Verabreichung des erfindungsgemaBen Praparates sollten standig die vWF-Plasmakon- 
zentration, sowie die Struktur des vWF und die vWF-Protease-Aktivitat im Patienten ubenAracht werden und 
aufgrund dieser Ergebnisse die Dosierung optimiert werden. 

20 Die erfindungsgemafie Praparation kann dat>ei sowohl durch Aufreinigung aus Blut. Serum oder Plasma 
als auch durch ein entsprechendes Expressionssystem hergestellt werden. 

Eine erfindungsgemafie Praparation kann auch durch die Expression der Multimerase in vivo Oder ex 
vivo zur Verfugung gestelit werden. Dazu eignen sich vor allem Saugetierzellen, insbesondere humane 
Zellen, die kultiviert und gegebenenfalls in den Patienten eingebracht werden konnen. Im Rahmen einer 

25 Gentherapie ist es moglich. die fur die Multimerase kodierende Nukleinsaure in Zellen einzuschleusen, 
insbesondere in arterielle Endothelzellen, die in GefaBen bzw. GefaBprothesen die Multimerase exprimieren 
konnen. 

Fur diese Technologie kann eine Nukleinsaure kodierend fCir die Multimerase auf bekannte Art zur 
Verfugung gestelit werden. Voraussetzung dafur ist eine gereinigte Multimerase. die als Vorbild fur die 

30 Nukleinsaure herangezogen wird. Diese Nukleinsaure kann entweder uber einen Vektor oder direkt in die 
Wirtszelle eingebracht werden. wo die Expression der Multimerase auf bekannte Art vorgenommen wird. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung der 
proteolytischen Aktivitat der erfindungsgemaBen Multimerase. 

Zum Nachweis der Multimerase-Aktivitat dient ein Verfahren, welches die folgenden Schritte umfafit: 

35 Inkubieren einer Fraktion enthaltend die Multimerase mit einem vWF und Bestimmen der Umsetzungsrate 
des vWF. Die Fraktion ist beispielsweise eine Plasmaprobe oder eine Plasmafraktion bzw. eine Fraktion mit 
der angereicherten. gegebenenfalls gereinigten Multimerase. Diese wird mit einem vWF in Kontakt ge- 
bracht der ein nativer humaner vWF. vorzugsweise mit einer Singulettstruktur. sein kann oder ein 
entsprechendes vWF-Fragment enthaltend die Tyr842-Met843-Peptidsequenz. 

40 Die Inkubation wird vorzugsweise unter Bedingungen durchgefuhrt, die eine optimale Aktivitat der 
Multimerase. wie zuvor beschrieben. gewahrleisten. Wahrend der Inkubation, die vorzugsweise unter 
nahezu physiologischen Bedingungen vorgenommen wird. t>ei pH 7 bis 10. vorzugsweise pH 7.5 bis 8,5. 20 
bis 40 *C. vorzugsweise etwa Raumtemperatur, wird der vWF umgesetzt, abgebaut bzw. inaktiviert und das 
Resultat der Reaktion bestimmbar. Detektiert werden beispielsweise vWF-Abbauprodukte und Fragments. 

45 wie Multimere mit niederen Molekulmassen oder Satellitenbanden nach elektrophoretischer Analyse, oder 
die Veranderung der Aktivitat des vWF. 

Das Inkubieren der Multimerase mit dem biologisch aktiven vWF wird beim erfindungsgemaBen 
Verfahren vorzugweise in Gegenwart eines Serinprotease-lnhibitors durchgefuhrt, und die Umsetzungsrate 
bevorzugt durch das AusmaB der Inaktivierung oder der Bildung von bestimmten Fragmenten bzw. 

50 Satllitenbanden des vWF bestimmt. 

Durch die Inkubation in Gegenwart eines Serinprotease-lnhibitors, wie Aprotinin, konnen unspezifische 
nicht unmittelbar auf die Multimerase zuruckfuhrende proteolytische Prozesse. welche durch die im Blut 
bzw. im Plasma vorhandenen Serin proteasen verursacht werden. vermieden werden. 

Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitat des erfindungsgemaBen Multimers kann jedoch nicht nur 

55 durch direkte Umwandlung des vWF durchgefuhrt werden, sondern auch durch Spalten eines chromogenen 
Substrats, welches eine zur vWF-Peptidbindungssequenz Tyr842-Met 843 homologe Peptidsequenz sowie 
eine chromogene Gruppe aufweist. indem das Substrat unter Einwirkung der Multimerase gespalten und ein 
Chromophor gebildet wird, worauf die Farbentwicklung bestimmt wird. welche direkt proportional zur 
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proteolytischen Aktivitat der Multimerase gesetzt werden kann. 

Die Erfindung betrrfft weiters auch vWF-Praparationen. die frei sind von einer Multimerase-Aktivitat und 
insbesondere in Abwesenhert einer Multimerase-Aktivitat hergestelft worden sind. Diese vWF-Praparationen 
enthalten vorzugsweise den nativen vWF, der das gesamte Spektrum der Multimeren enthalt und sich durch 

5 einen geringen Grad der Spaltung der Tyr842-Met843-Peptidbindung auszeichnet Jedoch konnen aiternativ 
dazu auch eine vWF-Fraktion. rvWF. ein vWF-Derivat bzw. ein vWF-Fragment Oder eine vWF-Mutante 
enthaiten sein. vorausgesetzt. daB sie die Tyr842-Met843-Peptidsequenz enthalten. Diese Preparation 
eignet sich vor allem zur Herstellung von pharmazeutischen Praparationen. da sie aufgrund der mangelnden 
Multimerase-Aktivitat auch nach langerer Lagerung. beispielsweise im flussigen Zustand. unverandert 

70 bleit>en. 

Die erfindungsgemafie vWF-Praparationen konnen durch spezifische Inhibition der Multimerase zur 
Verfugung gestellt werden oder aber durch die Abtrennung bzw. Abreicherung der Multimerase mit den 
zuvor genannten chromatographischen Reinigungsverfahren. insbesondere durch die Immunaffinitatschro- 
matographie unter Verwendung von Antikorpem. die gegen die Multimerase gerichtet sind. Die Inhibition 
75 kann durch einen Gehalt eines Chelatbildners im pharmazeutischen Praparat erreicht werden oder durch 
spezifische Inhibitoren, die sich gleich einem "Substratmimic" an das aktive Zentrum der Multimerase 
binden und damit die Aktivitat in kompetitiver Weise hemmen. 

Das pharmazeutische vWF-Praparat, welches eine reduzierte Multimerase-Aktivitat. insbesondere von 
weniger als die Nachweisgrenze enthalt, enthalt vorzugsweise weiters den Blutgerinnungsfaktor VIII. ein 
20 Faktor Vlll-Derivat oder eine Faktor Vlll-Mutante. welcher durch die Komplexbindung an den vWF stabilisiert 
ist. Nachdem das Multimerenmuster im erfindungsgemaBen vWF-Praparat uber einen langeren Zettraum 
uberraschenderweise unverandert bleibt. d.h. permanent ist, ist auch der Stabilisierungseffekt fiir den Faktor 
VIII im erfindungsgemaBen pharmazeutischen Praparat auch nach langerer Lagerung im flussigen Zustand 
unverandert und permanent 
25 Das erfindungsgemafie pharmazeutische Praparat ist daher nicht nur im lyophilisierten oder flussig- 

tiefgefrorenen Zustand lagerstabil, sondern auch als Flussigpraparat. 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Multimerase konnen weiters resistente Formen des vWF definiert 
werden. Bestimmte vWF-Fraktionen. Derivate bzw. Mutanten werden dementsprechend mit einer Fraktion 
enthaltend eine definierte MultimeraseAktivitat inkubiert und das AusmaB des proteolytischen Abbaues 
30 bestimmt. Eine resistente Form des vWF liegt dann vor. wenn die Multimerase-Aktivitat die vWF-Aktivitat im 
wesentlichen nicht beeinfluBt. Diese resistente Form des vWF kann zur Stabilisierung des FVIIhC in vitro 
und in vivo herangezogen werden. Damit wird nicht nur die Halbwertszeit der vWF-Form in vivo verlangert, 
sondern auch die Verweilzeit des FVIIhC in Plasma. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung von Antikorpern gegen 
35 die erfindungsgemaBe Multimerase. welches derart durchgefuhrt wird. daB eine Praparation enthaltend die 
angereicherte. gegebenenfalls gereinigte erfindungsgemaBe Multimerase als Immunogen verwendet wird 
und entsprechende polyklonale oder monoklonale Antikorper gegen die Multimerase auf an sich bekannte 
Art und Weise hergestellt werden. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Antikorper-Praparation. welche Antikorper gegen die 
40 Multimerase enthalt. wobei die Antikorper-Praparation monoklonal oder polyklonal sein kann. 

Bevorzugterweise werden die erfindungsgemaBen Antikorper an einer festen Phase immobiiisiert und 
konnen so zum immunoiogischen Nachweis oder fur die Reinigung der Multimerase verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung wird an Hand der nachfolgenden Beispiele sowie den Zeichnungsfiguren. auf 
die sie jedoch nicht beschrankt sein soil, naher eriautert. 
45 Es zeigen: Fig. 1 : die vWF-Aufreinigung; Fig. 2: den Abbau von vWF durch kontaminierende Proteasen; 

Fig. 3: den Effekt von Salz und Harnstoff auf die vWF-Spaltung; Fig. 4: den Abbau von vWF durch 
verschiedene Blutkomponenten; Fig. 5: die Reinigung der Proteine aus Plasma; Fig. 6: die Chromatographie 
der Protease auf Sephacryi S-300 HR; Fig. 7: SDS-PAGE der nach der Sephacryl S-300 HR-Chromatogra- 
phie erhaltenen Fraktionen; Fig. 8: den EinfluB von Metallionen und pH auf die Aktivitat der vWF-spaltenden 
50 Protease; Fig. 9: die Wirkung von Protease in hi bitoren auf den vWF-Abbau; Fig. 10: SDS-PAGE der vWF- 
Abbauprodukte; Fig. 11: die Wirkung der vWF-Protease auf Fibrinogen, BSA. Collagen aus Kalberhaut und 
verdunntes Normalplasma; Fig. 12: den Abbau von vWF mit der erfindungsgemaBen Multimerase; Rg. 13: 
den Abbau von vWF aus Kryoprazipitat mit der erfindungsgemaBen Multimerase; Fig. 14: den Abbau von 
vWF-Hochmultimeren und r-vWF mit der erfindungsgemaBen Multimerase; Fig. 15: den Abbau von r-vWF 
55 mit Plasmin; Fig. 16: den Abbau von r-vWF mit Plasmin mit und ohne Inhibitoren; Fig. 17: den Abbau von 
vWF aus Kryoprazipitat mit Plasmin; und Rg. 18: die Inkubation von r-vWF in vWF-defizientem, humanem 
Plasma. 
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Beispiele: 
Reinigung von vWF 

5 vWF wurde durch Gelfiltration von menschlichem Kryopraziprtat aus 1 I Citratplasma auf einer 2,6 x 35 

cm Sepharose CL-2B-Saule (Rrma Pharmacia. Uppsala. Schweden) gereinigt. Die Elution wurde mit 0.13 M 
Natriumchlorid. 0.01 M Citrat. 0.01 M Tris-HCI. pH 7.4. vorgenommen. 6 ml-Fraktionen wurden bei einer 
DurchfluBgeschwindigkeit von 24 ml/h gesammelt. vWF-Antigen wurde durch ELISA bestimmt. wobei ein 
poiyklonales Kaninchen-Antiserum gegen menschlichen vWF (RAHu/FVIII. Fa. Nordic (Tillburg, Niederlan- 
10 de)), Peroxidase-markierte Kaninchen-anti-Mensch-vwF-Antikorper, monoklonale Maus-Antikorper gegen 
Kaninchen-IgG (M737) und der Kit fur die Immunofarbung {K670) (alle von der Fa. Dako (Glostrup. 
Danemark)), gemafi den im Kit inkludierten Arbeitsvorschriften verwendet wurde. 

Die Ergebnisse der vWF-Aufreinigung sind in Rg. 1 dargestellt: Dabei enthielten die Fraktionen 12 bis 
20 vWF. welcher im wesentlichen frei von kontaminierenden Proteinen ist. Diese Fraktionen wurden als 
75 Substrat in der Bestimmung der vWF-Spaltungsaktivitat (siehe unten) verwendet. 

Es zeigte sich, da6 der in diesen Fraktionen enthaJtende vWF sehr stabil war; so wurde se!bst nach 24- 
stundiger Dialyse-lnkubation bei 37 • G (in Abwesenheit von Inhibitoren) ein identes Multimeren-Muster wie 
mit den unbehandelten Fraktionen erhatten. und zwar sowohl bei der 24-stundigen Dialyse gegen 0.13 M 
Natriumchlorid. 0,01 M Citrat. 0.01 M Tris-HCI. pH 7,4. als auch bei der 24-stundigen Dialyse gegen 1 M 
20 Hamstoff, 5mM Tris-HCI. pH 7,4. SDS-Agarosegele dieser Untersuchungen sind in Fig. 2 dargestellt. 

Die nachfolgenden Fraktionen zeigten jedoch einen starken vWF-Abbau bei niedrigen Salzkonzentratlo- 
nen in Anwesenheit von Harnstoff. 

Effekt der Salz- und Harnstoffkonzentrationen auf die Spaltung von vWF: 

25 

Aliquots der Fraktion Nr. 29 aus der Sepharose CL-2B-Saule wurden gegen eine 5 mM Tris-HCI 
(pH7,4)-Losung. welche unterschiedliche Salzkonzentrationen aufwies, in An- oder Abwesenheit von Ham- 
stoff dialysiert. wobei keine Calciumionen zugegeben wurden. Parallele Untersuchungen wurden mit 
weiteren Aliquots der Fraktion 29 durchgefuhrt. welche vor der Dialyse einer 5-minutigen Inkubation mit 

30 ImM DFP unterzogen wurden. Aus Rg. 3 kann ersehen werden. da8 die grofien vWF-Multimere nach der 
Dialyse verschwanden. wenn kein Natriumchlorid vorhanden war. Welters konnte der vWF-Abbau durch 1 M 
Hamstoff selbst bei physiologischen Salzkonzentrationen deutlich gesteigert werden. Die Kombination von 
niedriger Salzkonzentration mit 1 M Harnstoff fuhrte zum voHstandigen Abbau von vWF. Eine Vorinkubation 
mit 1 mM DFP, eines starken Serinprotease-lnhibitors, brachte identische Resultate. Fur einen empfindli- 

35 Chen Test zur Bestimmung der Proteaseaktivitat wurde daher die Dialyse bei 37 -C gegen 1 M Harnstoff, 5 
mM Tris-HCI als optimale Bedingungen gewahlt. 

Bestimmen der vWF-Spaltungsaktlvttat 

40 Da der Abbau von vWF - wie en^ahnt - sehr stark von den angewendeten Pufferbedingungen abhangig 

ist. wurden Enzym und Substrat an einer zirkularen Dialysemembran (Millipore VSWP; Durchmesser 25 
mm; Firma Milipore (Beford, USA)) inkubiert. wobei die Oberflache mit 50 ml Dialysepuffer inkubiert wurde. 
Das fur das voriiegende Testsystem ausreichend optimierte Puffersystem umfaBte daher eine Dialyselosung 
mit 1 M Harnstoff in 5 mM Tris-HCI bei pH 8. Die voile Aktivierung der Protease wurde durch 5-minutige 

45 Vorinkubation bei 35 'C in 10 mM Bariumchlorid erreicht. In einem typischen Experiment wurden 50 ul 
aktivierter Proteaselosung und 100 ul Substratlosung vorsichtig auf eine Floating-Membran aufgebracht und 
in einem geschlossenen Rohrchen fur 24 h in einem trockenen Ofen bei 37 'C inkubiert. 

Proteasefreie Fraktionen von vWF von der Sepharose CL-2B-Saule wurden als Substratlosung ven/ven- 
det. wobei die vWF-Konzentration in der Inkubationsmischung bei ungefahr 30 ug/ml lag. Die Reaktionsmi- 

50 schungen wurden dann anschliefiend von der Oberflache der Membranfilter entfernt und einer SDS- 
Agarosegel-Elektrophorese unterzogen. um das Multimerenmuster von vWF zu untersuchen. 

SDS-Agarosegel-Elektrophorese und Immunoblotting von unr duziertem vWF: 

55 Diinnschichtagarose-Elektrophorese wurde unter Verwendung des diskontinuieriichen Puffersystems wie 

es von Ruggeri und Zimmermann beschrieben worden ist (Blood 57 (1981). 1140) durchgefuhrt. Vor der 
Elektrophorese wurde jede Probe mit einem gleichen Volumen des SDS-enthaltenden Prot>en puffers 
wahrend 15 min bei 60 'C inkubiert. Die horizontals Elektrophorese selbst wurde in 1 %iger HGT(P)- 
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Agarose (2 mm dick. 20 cm breit und 8,5 cm lang) fur 17 h bei 16 in einem LKB-Multiphor-Apparat 
(Pharmacia-LKB) bei 80 V und 10 mA durchgefuhrt. Die Proteine wurden wahrend 3 h bei 26 V und 1,4 A 
auf eine Nitrocellulosemembran (Fimna Schleicher & Schuell (Dassel. Deutschland)) elektrotransferiert. 
wobei eine Trans-Blot-Zelle von Bio-Rad mit einem Puffer enthaltend 0.04 % SDS und 0.05 M Phosphat. 
5 pH 7,4, verwendet wurde. vWF-Muftimere wurden mittels Peroxidase-konjugierter Antikorper gegen 
menschlichen vWF identifiziert (mittels Peroxidase-markiertem Kaninchen-anti-Human-vWF-Antikorper P226 
der Rrma Dako (Glostrup, Danemark). 

SDS-PAGE: 

5 %ige SDS-Polyacryiamidgele wurden nach Laemmli (Nature 227 (1970). 680) bereitet. Die Proteine 
wurden mittels 65 mM DTT wahrend 15 min bei 60* C reduziert. Nichtreduzierte und reduzierte chromato- 
graphische Fraktionen von der Sephacryl S-300 HR-Saule wurden in 3 mm dicken Gelen fur 18 h bei 60 V 
elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie-Biau angefarbt. 

tmmunoblotting des reduzierten vWF: 

Reduzierte Proben von ungeschnittenem und proteolytisch geschnittenem vWF wurden einer SDS- 
PAGE unterzogen und auf Nitrocellulose wie oben beschrieben elektrotransferiert. Zur Detektion der vWF- 
20 Fragmente wurde die Nitrocellulose mit einem Kaninchen-Antiserum gegen menschlichen vWF (RAHu/FVIII) 
inkubiert und anschlieSend mit Maus-Antikorpern gegen Kaninchen-IgG (M737; Fa. Dako (Glostrup. Dane- 
mark)) und den APAAP (alkaline phosphatase anti-alkaline phosphatase)-Reagens (K670 der Fa. Dako 
(Glostrup, Danemark)) gemaB Furlan et aL (PNAS 90 (1993). 7503) inkubiert. 

25 Herstellung von Blutkomponenten, welche auf die Anwesenheit der Protease untersucht werden: 

Vollblut wurde von normalen Personen in ein Glasrohrchen ohne den Zusatz von Antikoagulantien 
gewonnen. Nach 15 min bei Raumtemperatur wurde die geronnene Blutprobe zweimal fur 15 min t>ei 2500 
g zentrifugiert. AnschlieBend wurden 10 ul 10 mM PPACK (Diphenylalanin-propyl-arginin-chloromethyl- 

30 keton; Fa. Bachem. Bubendorf (Schweiz)) zu 10 ml Serum gegeben. 10 min bei Raumtemperatur inkubiert 
und bei -20 'C gefroren. Von derselben Person wurden 90 ml Blut in 10 ml 0,13 M Natriumcitrat in einer 
Plastikflasche gewonnen. Nach Zentrifugation fur 15 min bei 300 g wurden ungefahr 50 ml Plattchen- 
angereichertes Plasma (platelet rich plasma; PRP) gewonnen. Ein Aliquot von PRP wurde fur 15 min bei 
2500 g zentrifuiert. Das daraus resultierende Plattchen-arme Plasma (platelet-poor plasma; PPP) wurde 

35 nochmals fur 1 5 min 3000 g rezentrifugiert und bei -20 * C gefroren. Das Plattchensediment wurde in 0.9 % 
Natriumchlorid in 1/15 des ursprunglichen Volumens wieder aufgenommen und dreimal gefroren und wieder 
aufgetaut. Die lysierten Plattchen wurden fur 15 min bei 3000 g zentrifugiert und der entstandene Uberstand 
und das Sediment bei -20 gefroren. Ein gefrorenes Aliquot des PPP wurde langsam aufgetaut, um 
Kryoprazipitat zu erhalten. Nach 15 minutiger Zentrifugation bei -5*C und 3000 g wurden der Uberstand 

40 und das Kryoprazipitat. welches in 1/15 des ursprunglichen Volumens in 0.9 %igem Natriumchlorid 
aufgenommen worden war, bei -20 • C gefroren. Ein weiteres Aliquot von PPP wurde in ein Glasrohrchen 
transferiert, mit 1/40 Volumen einer 1 M Calciumchioridlosung gemischt und fur 15 min bei 37 'C inkubiert. 
Nach Entfernung des Fibringerinnsels und einer 15 minutigen Zentrifugation bei 3000 g wurde PPACK zu 
einer Endkonzentration von 25 uM zugegeben und das defibrinierte Plasma bei -20 *C gefroren. Die 

45 gefrorenen Proben wurden vor dem Test zur Bestimmung der Proteaseaktivitat jeweils fur 10 min bei 37 *C 
inkubiert. 

Untersuchung von den hergestellten Blutkomponenten auf Protease-Aktivitat 

50 10 Ul 10 mM PPACK und 10 ul 0,55 M Calciumchlorid wurden jeweils 200 ul Serum, PPP, 

Kryoprazipitat-freiem PPP, defibriniertem PPP sowie 15-fach konzentriertem Kryoprazipitat und lysierten 
Plattchen zugeget>en. Nach 10-minutiger Inkubation bei 37 ^C wurden 10 ul-Aliquots mit 40 ul vWF-Losung 
gemischt. uber Nacht bei 37 *C gegen 1 M Harnstoff. 5 mM Tris-HCI (pH 7.4) dialysiert und der 
proteolytische Abbau von vWF durch SDS-Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen. 

55 Es stellte sich heraus, da6 die Proteaseaktivitat in PPP deutlich hoher war als im Uberstand Oder im 

Sediment von lysierten Plattchen. welche durch 15-fache Ankonzentri rung von PRP erhalten worden waren 
(siehe Fig. 4). Die Proteaseaktivitat konnte durch Defibrinierung nicht beeintrachtigt werden und wurde 
teilweise auch im Kryoprazipitat von PPP erhalten; das Kryoprazipitat, w Iches dem 15-fach konzentrierten 
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PPP entsprach. enthielt eine erhebliche Aktivitat, wohingegen das nicht-konzentrierte Kryopraztpitat deutlich 
weniger Protease als die entsprechende Menge an PPP enthielt. Es konnte kein prinzipieller Unterschied in 
der Proteaseaktivitat aus Citrat-PPP und in Semm aus nichtkoaguliertem Blut festgestellt werden. 

5 Reinigung der Protease aus Plasma: 

Rbrinogen wurde vor den chromatographischen Verfatirensschritten vonn Plasma entfernt, da diese 
Reinigungsschritte moglicherweise geeignet sind, die Aktivierung der Gerinnungskaskade zu induzieren. 
Versuche zeigten auch, dafl die Aktivitat der vWF-abbauenden Protease nicht oder nicht wesentfich durch 

10 Defibrination des Plasmas oder der Plasmafraktion. OFP oder PPACK beeinfluBt wurde. 

450 ml Blut von gesunden Personen wurde in 63 ml Citrat/Phosphat/Dextrose/Adenin (CPD-Ai )-L6sung 
auf einer Wiege gesammelt. Nach zwei Zentrifugationen fur 15 min bei 20 "C und 2500 g wurde 1 M 
Calciumchlorid zu einer Endkonzentration von 25 mM zugeget>en und das recalzifizierte PPP wurde fur 30 
min bei 37 • C geruhrt. Nach Entfernung des Rbrinclots durch Zentrifugation wurden PPACK und DFP auf 

75 Endkonzentrationen von 5 uM bzw. 2 uM dem erhaltenen Serum zugegeben und fur 15 min bei 37 *€ 
inkubiert. um aktlvierte Gerinnungsenzyme zu inhibieren. Welters wurde das Serum gegen einen Aquilibrie- 
rungspuffer mit 1 M Natriumchlorid und 0.05 M Tris-HCI bei pH 7,4 dialysiert. 50 ml Aliquots wurden bei 
-20 • C bis zur Reinigung gelagert. 

Die Protease konnte aus dem defibrinierten Normalplasma als Ausgangsmaterial zunachst auf Cu^*- 

20 geladener chelatierender Sepharose (1,6 x 22 cm; Fa. Pharmacia LKB) unter Verwendung von schrittweiser 
Elution mit Aquilibrierungspuffer mit steigender Glycinkonzentration gereinigt werden. Protease enthaltende 
Fraktionen (siehe waagrechter Strich in Hg. 5A) wurden gepoolt (dieser Pool enthielt 14.7 % des 
ursprunglichen Proteins), gegen 0.6 M (Nl-U h SO4/0^02 M Tris-HCI, pH 7.0. dialysiert und auf Butylsepha- 
rose (1.6 x 27 cm; Firma Pharmacia LKB) aufgebracht, wot>ei die meisten verunreinigenden Proteine durch 

25 schrittweise Elution bei niedriger (Nm)2S04-Konzentration entfernt werden konnten. Proteolytisch aktive 
Fraktionen (siehe Querstrich in Rg. 58) von zwei Butylsepharose-Saulen wurden gepoolt (dieser Pool 
enthielt nahezu die gesamte Proteaseaktivitat. jedoch nur 0,75 % des ursprunglichen Proteins), gegen ein 1 
mM EDTA dialysiert. lyophilisiert. in 5 ml destilliertem Wasser aufgenommen und auf eine Sephacryl S-300 
HR-Saule (2.6 x 90 cm; Rrma Pharmacia LKB). welche mit 0.15 M NaCI, 0.01 M Tris-HCI. pH 7.4. 

30 aquilibriert worden ist. aufgebracht (siehe Rg. 5C; die Fraktionen unter dem Querschnitt enthielten die 
gesamte Proteaseaktivitat, jedoch nur 0,08 % des ursprunglichen Gesamtproteins). 

Um die Auflosung der Gelfiltration zu verbessern, wurde eine lange Saule durch SchlieBen des ersten 
Elutionszyklus simuliert, indem die eluierten Proteine in dieselbe Saule zuruckgefuhrt und in einem zweiten 
Zyklus gesammelt wurden. Wiederum wurden die aktiven Fraktionen gepoolt, gegen 1 mM EDTA dialysiert, 

35 lyophilisiert und in 3 ml destilliertem Wasser wieder aufgelost und einer weiteren Gelfiltration auf einer 
Sephacryl S-300 HR-Saule unterzogen. 

Bei dieser Gelfiltration wurden die ersten zwei Zyklen geschlossen und die Fraktionen beim dritten 
Zyklus gesammelt. In all diesen geschilderten chromatographischen Verfahren wurden 6 ml-Fraktionen bei 
einer FIuBrate von 60 ml/h gesammelt. Die Protease enthaltenden Fraktionen wurden bei -20 'C gelagert. 

40 Die Ergebnisse sind in Rg. 6 dargestellt und zeigen die Elution des UV-absorbierenden Materials (Fig. 
6A) und der Proteaseaktivitat (Rg. 6B). Der Peak der Proteaseaktivitat (Fraktionen 9 bis 17) enthielt nur 
0.009 % des ursprunglichen Serumproteins. Daher wurde ein Reinigungsfaktor von urigefahr 10 000 
erreicht. Dennoch enthielt die erhaltene Proteasepraparation noch wesentliche Mengen an kontaminierenden 
Proteinen (siehe Rg. 7). Der Peak der der Proteaseaktivitat (Fraktionen 11 bis 1 5) trat zusammen mit einer 

45 Proteinbande im unreduzierten Gel mit einem Molekulargewicht von rund 300 kD auf, welche mit mehreren 
Proteinen mit einem Molekulargewicht im Bereich zwischen 130 und 450 kD auftrat (Hauptbanden mit M^ 
von 450. 200. 180 und 130 kD). 

Aminosaurezusammensetzung und Sequenzanalyse: 

50 

Zur Analyse der Aminosaurezusammensetzung und der Aminosauresequenz wurde die unreduzierte 
Peak-Fraktion der Protease und die reduzierten vWF-Fragmente gegen 1 mM EDTA dialysiert. lyophilisiert 
und in 1/50 des ursprunglichen Volumens vor der SDS-PAGE wieder aufgelost. Die HMW-Proteinbanden 
wurden vom Gel auf eine PVDF (Polyvinylidendifiuorid)-Membran (BioRad) wahrend 6 h bei 26 V und 0.4 A 
55 elektrotransferiert. wobei 0.05 % SDS, 10 % Methanol, 0.05 M Borsaure, pH 9.0. als Transferpuffer 
verwendet wurden. Nach dem Transfer wurde die Membran mit Coomassie-Blau in 40 % Methanol gefarbt, 
mit 40 % Methanol und 10 % Eisessig entfarbt und luftgetrocknet. Die ausgeschnittenen Banden wurden 
auf das Blot-Cartridge des Applied Biosy stems Model 477A-Sequenators transferiert, der mit einer Online- 
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HPLC ausgestattet war. um die Phenylthiohydantoinderivate zu analysieren. Zur Analyse der Aminosaurezu- 
sammensetzungen wurden die Proteinbanden in der Gasphase uber 6 N HCI fur 22 h bei 110*C 
hydrolysiert. Die Aminosauren wurden von der PVDF-Membran mit 70 % 0,1 N HCI/30 % Methanol 
extrahiert und durch HPLC als Phenylthiocarbamylderivate bestimmt Die Aminosaurezusammensetzung der 
5 nicht-reduzierten Proteinbande. welche aus der Sephacryl S-300 HR-Saule zusammen mit der Proteaseakti- 
vitat eluiert wurde. ist in Tabelle 1 angefuhrt: 

Tabelle 1 



Amlnosaure 


Reste pro 1000 Reste 


Asp + Asn 


99,4 


Thr 


59.4 


Ser 


63.3 


Giu + Gin 


150.2 


Pro 


65.5 


Gly 


75,9 


Ala 


86.5 


Val 


70,7 


lie 


32,9 


Leu 


101.7 


Tyr 


30,6 


Phe 


41.7 


His 


22.4 


Lys 


41.6 


Arg 


49.3 



Einflufi von MetalHonen und pH auf die Aktlvitat der vWF-spaltenden Protease: 

95 ul ANquots der gereinigten Protease wurden fur 15 min bei 37 mit 5 al 0,2 M Losungen der 
folgenden Saize vorinkubiert: ZnCb. CuS04. Cd(GH3COO)2. CoSO*. NiCb, MnCb, MgCb, CaCl2, SrCb und 
BaCb- AnschlieSend wurden 50 ul des gereinigten vWF jedem Aliquot zugegeben und die Inkubationsmi- 
schungen auf Roating-Membranfilter transferiert. Nach 24-stundiger Inkubation bei 37*0 gegen 1 M 
Harnstoff. 5 mM Tris-HCI, pH 7,4. wurden die Proben von den Filtern entfernt und einer SDS-Agarose- 
Gelelektrophorese unterzogen, 

Es zeigte sich, daB die Protease durch Zn^"^. Cu^^, Cd^'*'. Co^"^. Ni^* oder Mn^* nicht aktiviert werden 
konnte. Eine nur maBige Aktivierung zeigte sich mit Mg^*; eine deutliche Aktivierung konnte jedoch mit 
Ca^*^, Sr2+, und insbesondere mit Ba^* erreicht werden (siehe Rg. 8A). 

Eine langere Vorinkubation mit Calcium. Strontrium und Barium fCihrte zu einem Verlust an Proteaseak- 
tivitat. sogar bei physioogischen Salzkonzentrationen und in Abwesenheit von Harnstoff, was moglicherwei- 
se auf Selbstverdauungsprozesse der Protease zuruckzufuhren sein konnte. Bei Abwesenheit dieser lonen 
halt sich die Protease recht stabil in Losung. was eine mehrtagige chromatographische Aufreinigung des 
des Enzyms bei Raumtemperatur ermoglichte. 

pH-Optima der Protease nach Aktivierung durch Calcium und Barium wurden bestimmt. indem die 
Protease mit 10 mM Calciumchlorid Oder 10 mM Bariumchlorid vorinkubiert wurde. und mit vWF wahrend 
der Dialyse im Harnstoff Tris-HCl-Puffer inkubiert wurden. wobei mehrere Puffer mit pH-Werten im Bereich 
zwischen 6 und 1 1 verwendet wurden. Das Multimeren-Muster von vWF in den dialysierten Proben wurden 
mit SDS-Agarose-Elektrophorese analysiert. 

Das pH-Optimum des vWF-Abbaus durch die Calcium-aktivierte Protease lag um 9 bis 10. wohingegen 
die hochste Aktivitat der Barium-aktivierten Protease bei ungefahr pH 8 lag (siehe Fig. 8B). 

Die Experimente zur Bestimmung der vWF-abbauenden Proteaseaktivitat wurden daher stets bei pH 8 
nach einer Inkubation mit 10 mM Bariumchlorid durchgefuhrt. 

Der Effekt v n Protease-lnhibitoren auf den vWF-Abbau: 

Gereinigte Protease wurde fur 5 min bei 37 'C mit 10 mM Bariumchlorid reaktiviert und dann fur 15 min 
bei 37 'C mit den folgenden Protease-lnhibitoren inkubiert: EDTA (Endkonzentration 10 mM). EGTA (10 
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mM), Na3-Cftrat (10 mM). lodacetamid (lAA, 10 mM). N-Ethylmaleimid (NEM; 10 mM), DFP (1 mM). 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; 1 mM). N-«-p-Tosyl-L-lysin-chloromethylketon (TLCK; 1 mM). N-cr-p- 
Tosyl-L-phenylalanin-ch!oromethylketon (TPCK (1 mM). Leupeptin (0,01 mM) und Aprotinin (0.01 mM). 

Werters wurden die folgenden Carbobenzyloxy-(Z)-peptidyl-diazomethylketon-lnhibitoren getestet (alle 
5 bei einer Endkonzentration von 0,1 mM wahrend Vorinkubierung mit der Barium-aktivierten Protease): Z- 
Leu-Leu-Tyr-CHN2. Z-Val-Val-Tyr-CHNz . Z-Phe-Ala-CHNs. Z-Phe(l)-Ala-CHN2 . Z-Tyr-Ala-CHNa und Z-Phe- 
Phe-CHN2. Nach der Vorinkubation wurden 100 ul Aliquots der Enzym-lnhibitormischungen 50 ul gereinig- 
ter vWF-Losung zugegeben und die Mischungen wahrend 24 h bei 37* C gegen 1 M Harnstoff. 5 mM 
TrisHCI. bei pH 7.4. dialysiert. Der Abbau von vWF wurde mittels SDS- Agarose- Elektrophorese und 
70 Immunoblotting getestet (siehe Rg. 9A). 

Die chelatierenden Agentien EOTA und EGTA konnten die Bariumvorinkubierte Protease komplett 
inhibieren. wohingegen mit Citrat nur eine Teilinhibierung erreicht werden konnte. Eine 15-minutige 
Vorinkubation mit den Sulfhydrylenzym-lnhibitoren lAA und NEM konnte die Protease nicht inhibieren. 
Weiters zeigte die erfindungsgemafie Protease keine Inhibierung durch die Serinprotease-lnhibitoren DFP, 
16 PMSF und Aprotinin Oder durch die Serin/Sulfhydrylprotease-lnhibitoren TLCK. TPCK und Leupeptin, 

In weiteren Experimenten, bei welchen dieselben Inhibitoren auch in der Dialyselosung vorhanden 
waren. wurden dieselben Ergebnisse erzielt, mit einer Ausnahme: mit NEM konnte eine teilweise Protease- 
Inhibierung erreicht werden. 

Es scheint daher die Protease sehr langsam durch NEM inhibiert zu werden. jedoch nicht durch lAA. 
20 Unter den Peptidyl-Diazomethylketon-lnhibitoren, welche getestet wurden. konnten nur Z-Phe-Phe- 
CHN2 und Z-Val-Val-Tyr-CHN2 den proteolytischen Abbau von vWF beeintrachtigen (siehe Rg. 9B). 

Polypeptid-Untereinheiten des abgebauten vWF und anderen Proteinen: 

25 Gereinigter vWF (50 ul) wurde mit verschiedenen Verdunnungen der Protease (100 ul). welche mit 10 

mM Bariumchlorid fur 5 min bei 37 • C vorinkubtert worden war, gemischt und die Mischungen wahrend 24 
h bei 37 'C gegen 1 M Harnstoff. 5 mM Tris-HCI. pH 8.0. dialysiert. Die resultierenden Verdaue wurden 
einer SDS-PAGE unterzogen nachdem sie mit DTT reduziert worden waren. Immunodetektion der reduzier- 
ten vWF-Fragmente wurde unter Verwendung des APAAP-Kits durchgefuhrt, 

30 Der Abbau der intakten vWF-Untereinheit wurde begleitet durch das Auftreten von steigenden Mengen 
von zwei Fragmenten mit einem Molekulargewicht von 170 und 140 kD, wie durch Immunoblots von 
reduzierter SDS-PAGE gezeigt werden konnte (siehe Fig. 10). 

In parallelen Experimenten wurden drei andere Proteine mit der gereinigten Protease inkubiert. namlich 
jeweils 50 ul-Losungen von menschlichem Rbrinogen (0.4 mg/ml). BSA (0.2 mg/ml) oder Collagen aus 

35 Kalbshaut (0,4 mg/ml), welche mit jeweils 100 ul der unverdunnten Protease, welche mit Bariumionen 
vorinkubiert wurden, inkubiert. wobei die Inkubationsmischungen fur 24 h bei 37 • C gegen 1 M Harnstoff, 5 
mM Tris-HCI, bei pH 8.0 dialysiert worden sind. Weiters wurde citriertes menschliches Normalplasma 
(Verdunnung 1 : 100) zusammen mit der erfindungsgemafien Protease-Praparation dialysiert- In Kontrollex- 
perimenten wurde die Protease durch 0.15 M Natriumchlorid/0.01 M Tris-HCI, pH 7,4, ersetzt. Nach der 

40 Dialyse wurden die Proteine mit DTT reduziert und auf eine SDS-PAGE aufgebracht. Coomassie-Blau- 
Farbung wurde zur Detektion der Polypeptidketten verwendet. 

Es zeigte sich, dafi unter vWF-abbauenden Bedingungen mit der erfindungsgemafien Protease- 
Praparation kein Abbau von menschlichem Fibrinogen, BSA oder Collagen aus Kalberhaut beobachtet 
werden konnte (siehe Fig. 11). Die reduzierte SOS-PAGE zeigte unveranderte Untereinheitsketten dieser 

45 Proteine, welche als potentielle Substrate verwendet worden sind, was darauf hindeutet. dafi die erfindungs- 
gemafie Protease eine hohe Spezifitat fur vWF aufweist. 

Aminosaure-Analyse und Aminosaure-Sequenz von vWF und dessen Abbauprodukten: 

50 Alle drei elektrophoretischen Banden, welche in Fig. 10 gezeigt sind, namlich die 250-. 170- und 140- 

kD-Bande, wurden auf eine PVDF-Membran transferiert und einer Analyse der Aminosaurezusammenset- 
zung und der Aminosauresequenz unterzogen. Die Resultate sind in Tabelle 2 dargestellt und zeigten gute 
Obereinstimmung zwischen der Aminosaurezusammensetzung dieser drei Polypeptidbanden und den 
theoretischen Werten, welche ausgehend von der intakten vWF-Untereinheit. dem C-terminalen Fragment 

55 843-2050 und dem N-terminalen Fragment 1-842 berechnet worden sind; siehe dazu EP-0 197 592. Die N- 
terminale Aminosauresequenz zu einer der 250- und 140-kO-Banden war Ser-Leu-Ser-X-Arg; diese Sequenz 
stimmt mit der N-terminalen Sequenz der intakten vWF-Untereinheit tiber in. Die Analyse des grofieren 
Abbauproduktes mit der Molmasse 170 kD ergab eine N-terminale Sequenz von Met-Val-Thr-Gly-Asn. 
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welche mrt den Aminosaureresten 843-847 in der intakten vWF-Untereinheit ubereinstimmt. Diese Daten 
deuten darauf hin. dafi die gereinigte Protease die Peptidbindung Tyr842 mit 843 spaltet. 
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70 



75 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



O CO ^ CO ^ 

CO <n <J> *xi 



CO 

00 CO 



^ CO 



CO in 



^ <o o CO o CO -r— inoiooo 
inr^tococof^c><o<«~coco 



oooooo><otooco 
or^<x5cococo<oo 



CO cx CM CO 
00 CM CO CI m 



CM in 
in GO 



r-r*'*"<ocococotnoi 
cooO'^co*— cocM'T'^r 



CO 



r-. to r-> 

CO CO CO 
<M »— ^ 



'<ir CO 
O 00 r- 



0> <0 CM CO 

*m in CO o 



CO CO 0> CM C3 

r-* «— CO CO in ^ 



in CO 00 00 CO r;- 
CO Lrt in o 



c 

< 
+ 



3 



< V- CO O 



O < > = 



H- Q- 



X < 



55 



12 



AT 404 554 B 



Proteolytische Fragmentierung von rekombinatem vWF: 

Rekombinanter vWF-Faktor (r-vWF), hergestellt gemaB FEBS-Letters 375. 259-262 (1995). mit einer 
Konzentration von 104 E {Ag)/ml in 20 mM TBS-Puffer. pH 8,3. wurde wie oben beschrieben. mit der 

5 erfindungsgemaBen vWF-Protease-Praparation inkubiert. Es zeigte sich bereits nach 3 h ein Verlust der 
hochsten Multimere unter Bildung von den plasmatischen vWF-ahnlichen Satellitenbanden. Nach 20 h 
waren keine Oligo- und Multimere mehr nachwelsbar (siehe Fig. 12A). 

Die erfindungsgemafi hergestellte Preparation mit der vWF-SF>e2iflschen Protease wies nach Kupferche- 
lat-Affinitats-Chromatographie noch eine deutlich mefibare Plasminaktivitat auf (0.2 E/ml;. wurde ermittelt, 

10 indem 50 ul-Probe Oder Standard (humanes Plasmin der Rrma Chromogenics mit 19,3 E/ml in 20 mM 
TBS-Puffer. pH 8.3) 1 min bei 37 vorgewarmt und mit 200 ul chromogenem Substrat PL1. Immuno AG 
(D-Cyclohexylglycyl-L-Alany(-L-Arginin-p-Nitroanilid, 1 mM in TBS-Puffer. pH 8,3) versetzt wird. worauf die 
Kinetik der Freisetzung von p-Nitroanilin bei 37 -C bei 405 nm photometrisch gemessen wird). Es muBte 
daher ausgeschlossen werden. daB durch die Protease-Praparation ein Abbau der von Willebrand-Faktor- 

;5 Multimere ertolgt, der auf das vorhandene Plasmin zuriickzufuhren und nicht Resultat der vWF-spezifischen 
Protease war. 

Die Figuren 12B und 12C zeigen, dafi rekombinanter vWF bei Inkubation.mit der erfindungsgemaBen 
Protease in Gegenwart eines Plasmininhibitors (Aprotinin) und eines Proteaseinhibitors mit geringerer 
Spezifitat fur Plasmin. wie PPACK. ident abgebaut wird. Die Konzentration von Aprotinin und PPACK wurde 
20 so gewahit, daB mit chromogenem Substrat keine Proteaseaktivitat von Plasmin nachgewiesen werden 
konnte, 

Bei der inkubation von Kryoprazipitat mit vWF-Protease (Rg. 13A) konnte uber die Zeit ebenso wie 
beim rekombinanten vWF ein Verlust der Multimere beobachtet werden. Die Satellitenbanden zeigten 
bereits nach kurzer Inkubation eine Verstarkung. Durch Zusatz der Proteaseinhibitoren (Aprotinin. Rg. 13B 

25 und PPACK. Rg. 13C) konnte der Abbau nicht verhindert aber verlangsamt werden. Wenn anstatt des 
Kryoprazipitates (Laborpraparation 10 E (Ag)/ml in 20 mM TBS-Puffer. pH 8.3) eine dafur hergestellte 
Praparation der hochsten vWF-Multimere eingesetzt wurde (siehe Rg. 14A). konnte mit der erfindungsge- 
maBen vWF-Protease ein deutlicher Shift zu niedrigen Multimeren unter Verstarung der Satellitenbanden 
nachgewiesen werden. Mit Plasmin wurde bei Verdau uber Nacht sowohl plasmatischer vWF als auch 

30 rekombinanter vWF uberhaupt vollstandig degradiert (siehe Rg. 14B und 14D). In diesem Experiment 
zeigte der Abbau des rekombinanten vWF mit der erfindungsgemaBen Protease. daB die entwickelten 
Satellitenbanden und die zentralen Banden dem plasmatischen vWF zwar sehr ahnlich. aber unscharfer 
waren (Rg. 14C). 

Die Inkubation von r-vWF mit Plasmin (siehe Fig. 15; wobei Plasmin auf 0.2 E/ml in 20 mM TBS-Puffer, 
35 pH 8.3. verdunnt und 1 : 1 mit der jeweiligen r-vWF-Praparation versetzt und bei 37 inkubiert wird) in 
niedrigerer Konzentration, bezogen auf das vorhandene Substrat, zeigte in der kinetischen Untersuchung 
einen sukzessiven /UDbau der Multimere uber 29 h (siehe Rg. 15A). Ein Kontrollansatz ohne Protease 
beweist die sonst feststellbare Stabilitat des r-vWF in Losung (siehe Fig. 15C). Bei Reduktion der 
Plasminkonzentration auf 1 : 10 war der /Vbbau von r-vWF iangsamer (Fig. 15B); dies konnte durch den 
40 Zusatz von Aprotinin (siehe Rg. 16B) und PPACK (siehe Rg. 16C) verhindert werden. Die Multimerenbilder 
zeigten uber die Zeit (ca. 20 h) keine Veranderungen im Gegensatz zur Behandlung ohne Inhibitor (siehe 
Rg. 16A). 

Der Kontrollversuch mit Kryoprazipitat (Rg. 17) zeigt wieder eine Reduktion der hohen Multimere bei 
Inkubation uber 8 h. der durch Zusatz von Aprotinin Oder PPACK verhindert werden konnte. 

45 Es wurde weiters untersucht. ob ein proteolytischer Abbau von r-vWF durch Inkubation mit Humanplas- 

ma erfolgte (siehe Rg. 18), Dazu wurde die r-vWF-Praparation mit gleichen Volumsteilen eines vWF- 
defizienten Plasmas (siehe Fig. 18A) gemischt und 48 h inkubiert, wobei zu verschiedenen Zeiten Proben 
gezogen wurden. Es konnte keine Veranderung des r-vWF uber die Zeit nachgewiesen werden. Eine 
Kontrollpraparation. die Puffermedien uber die selbe Zeit bei 37 *C stehengelassen wurde. zeigte ebenso 

50 keine Veranderung der Struktur (siehe Fig. 8B). 

Die /Analyse des r-vWF und seiner proteolytischen Abbauprodukte erfolgte in 1 %igen und 2 %igen 
Agarosegelen ebenfalls nach der Methode von Ruggeri et al. (Blood 57 (1981), 1140-1143). Dabei wurden 
die vWF-Multimere durch eine immunenzymatische Farbung nach Aihara et al.. (Thromb. Haemostas. 55 
(1986), 263-267) sichtbar gemacht. Als Primar-Antikorper wurde ein Kaninchenanti-von Willebrand-Faktor- 

55 Antiserum (von der Fa. Dakopatts, Glostrup, Danemark) verwendet, als sekundarer Antikorper diente ein 
alkalischer Phosphatase-konjugierter affinitatsgereinigter Ziegen-antr-Kaninchen IgG H + L- Antikorper (von 
der Fa. Axell Accurate Chemical and Scientific Corp.. Westburg, N.Y.). Die Farbung der Proteinbande 
ertolgte mittels des Nitroblautetrazolium/bromchlor-indoIyl-phosphat-Substratsyst ms. 
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Patentanspftiche 

I. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend eine Multimerase mit den folgenden Eigenschaften: 

a) sie besitzt eine mittelbare bzw. unmittelbare proteolytische Aktivrtat und setzt von Willebrand- 
5 Faktor (vWF) nnit einer Singulettstruktur unr) zu vWF nnit einer Satellitenstruktur, 

b) sie ist aktiv in Gegenwart des Serinprotease-lnhibitors DFP oder des Calpain-Protease- Inhibitors 
Z-Leu-Leu-Tyr-CHN2, und 

c) sie ist 2ur Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren behandeit. 

10 2- Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Multimera- 
se eine optimale proteolytische Aktivitat bei einenn pH im Bereich von 7 bis 10 aufweist. 

a Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet daB die 
Multimerase in einer Fraktion zur Verfugung gestellt wird, die nach Gelfiltration einer Plasma- oder 
75 Serumfraktion entsprechend dem Molekulargewicht von mehr als 200 kD. vorzugsweise im Bereich von 

etwa 300 kD. erhalten wird. 

4. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet 
dafi die Multimerase gegenuber Plasma in mindestens 1000-fach, vorzugsweise in mindestens 10 000- 

20 fach, angereicherter Form voriiegt. 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet 
dafi die Multimerase eine spezifische Aktivitat von mindestens 10 E/mg Protein in Gegenwart eines 
Serinprotease-lnhibitors aufweist. 

25 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet 
dafi die Multimerase in Gegenwart von zweiwertigen Metallionen. wie Erdalkali-lonen, aktiv ist. 

7. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet 
30 dafi die Multimerase eine Aktivitat aufweist. die durch Scherkrafte, reduzierte lonenstarke oder chaotro- 

pe Mittel erhoht werden kann. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet 
dafi die Multimerase eine verstarkte Aktivitat gegenuber modifiziertem vWF, wie partiell denaturiertem 

35 vWF Oder vWF mit einer Konformationsanderung, aufweist. 

9- Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet 
dafi die Multimerase zur Inaktivierung von Viren mit Tensiden und/oder Hitze behandeit ist. 

40 10. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 9. dadurch gekennzeichnet 
dafi die Multimerase zur Abreicherung von Viren nanofiltriert ist. 

II. Verwendung einer Multimerase gemaB einem der Anspruche 1 bis 10, zur Herstellung einer Prepara- 
tion zur Prophylaxe und Therapie von Thrombosen oder thromboembolischen Krankheitszustanden. 

45 

12, Verwendung nach Anspruch 11, zur Herstellung einer Preparation zur Prophylaxe und Therapie von 
einem supranormalen vWF-Gehalt oder erhohten Anteil von hochmolekularem vWF. 

13, Verwendung nach Anspruch 12. zur Herstellung einer Praparation zur Prophylaxe und Therapie eines 
60 supranormalen vWF-Antigen-Levels oder einer supranormalen vWF-Aktivitat, insbesondere zur Prophy- 
laxe und Therapie der primaren haemostatischen Aktivitat, aber auch der Bindungsaktivitat am 
Subendothel, an Thrombozyten. an Thrombozytenadhasionsproteinen. wie GPIb und GPIIb/llla, an 
Collagen, an Faktor VIII und, an Heparin. 

55 14. Verwendung nach einem der Anspruche 11 bis 13, zur Herstellung einer Praparation zur Prophylaxe 
und Therapie von thromtx>tischer thrombozytopenischer Purpura, Henoch-Schonlein-Purpura, Prae- 
klampsie, neonataler Thromtx)zytopenie Oder haemolytischuramischem Syndrom. 
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15. Verfahren zur Herstellung einer pharmaz utischen Praparation gemafi einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet daB ein Multimerase-haltiges Ausgangsmaterial durch chromatographische 
Methoden aufgereinigt wird und anschliefiend nach bekannten Methoden zu einem pharmazeutischen 
Praparat fertiggestellt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet daB das Multimerase-haltige Ausgangsmateri- 
al durch ein entsprechendes Expressionssystem hergestellt wird. 

17. Verfahren zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitat einer Multimerase gemaB einem der Anspruche 
1 bis 10. durch Inkubieren einer Fraktion. enthaltend das Protein, mit einem vWF, der eine Singulett- 
struktur aufweist. und Bestimmen der Umsetzungsrate des vWF. 

ia Verfahren zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitat einer Multimerase gemaB einem der Anspruche 
1 bis 10. durch inkubieren einer Fraktion, enthaltend das Protein, mit einem biologisch aktiven vWF in 
Gegenwart eines Sen nprotease- Inhibitors und Bestimmen des AusmaBes der Inaktivierung des vWF. 

19. Verfahren zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitat einer Multimerase gemaB einem der Anspruche 
1 bis 10. durch Inkubieren einer Fraktion. enthaltend das Protein, mit einem chromogenen Substrat, 
welches homolog zur vWF-Sequenz. enthaltend die Peptidbindung 842Tyr-843Met. ist und eine 
chromogene Gruppe umfaBt, wobei das Substrat durch die proteolytische Aktivitat gespalten und ein 
Chromophor gebildet wird. und Bestimmen der Farbentwicklung. 

20. Verfahren zur Herstellung von Antikorpern gegen eine Multimerase gemaB einem der Anspruche 1 bis 
10. unter Verwendung der gereinigten Multimerase als Immunogen. 

21. Antikorperpraparation. enthaltend Antikorper, die gegen eine Multimerase nach einem der Anspruche 1 
bis 10 gerichtet ist. 

2Z Antikorperpraparation nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet, daB die Antikorper an einer 
festen Phase immobilisiert sind. 

23, Verwendung einer Antikorperpraparation nach Anspruch 21 oder 22 zum Nachweis Oder zur Reinigung 
der Multimerase nach einem der Anspruche 1 bis 10. 

24, Ugerstabile. pharmazeutische Praparation. enthaltend einen vWF mit permanentem Multimerenmuster. 

25, Praparation nach Anspruch 24. weiters enthaltend Faktor VIII. ein Faktor Vlll-Derivat oder einfe Faktor 
Vlll-Mutante. 

26, Praparation nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzejchnet. daB der vWF ein nativer vWF, 
nfWF, ein vWF-Derivat bzw, ein vWF-Fragment oder eine vWF-Mutante ist. vorausgesetzt. daB die 
Tyr842-Met843-Peptidsequenz enthalten ist. 

27, Praparation nach einem der Anspruche 24 bis 26. dadurch gekennzeichnet, daB eine Multimerase- 
Aktivitat im Praparat reduziert ist. insbesondere auf einen Gehalt von weniger als die Nachweisgrenze. 

2a Praparation nach Anspruch 27. dadurch gekennzeichnet. daB die Multimerase-Aktivitat durch Inhibi- 
tion der Multimerase oder Abreichern der Multimerase reduziert ist. 

29. Praparation nach einem der Anspruche 24 bis 28, dadurch gekennzeichnet. daB sie im flussigen, 
flussig-tiefgefrorenen oder lyophilisierten Zustand lagerstabil ist. 

Hiezu 18 Blatt Zeichnungen 
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